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(57) Abstract: The invention relates to a method for biochem- 
ical analysis using a micro-reaction array with at least two reac- 
tion chambers for materials which react together chemically or 
biochemically. According to the invention, the reaction cham- 
bers are smaller than 1 ul, said reaction chambers are filled to- 
gether by throughflow, the chemical or biochemical reactions 
of the substances retained therein then occurs in the individ- 
ual isolated reaction chambers, thus preventing an interference 
between the reactions in the individual reaction chambers and 
the reaction products remain enclosed in the relevant reaction 
chambers. According to the invention, in said arrangement the 
planar array has at least two reaction chambers for substances, 
whereby means are provided for closing the reaction chambers 
with the goal of preventing an exchange of substances. 

(57) Zusammenfassung: Bei einem Verfahren fur die bioche- 
mische Analytik wird ein Mikroreaktionsarray mit mindestens 
zwei Reaktionsraumen zur Aufnahme von Stoffen, die mitein- 
ander chemisch bzw. biochemisch reagieren, verwendet. Ge- 
maB der Erfindung sind die Reaktionsraume kleiner als 1 Jim, 
werden die Reaktionsraume gemeinsam im Durchfluss befullt, 
erfolgen anschlieBend in den einzelnen voneinandergetrennten 
Reaktionsraumen die chemischen bzw. biochemischen Reakti- 
onen der dort eingeschlossenen Substanzen, wobei ein Uber- 
sprechen von Reaktionen zwischen den einzelnen Reaktions- 
raumen ausgeschlossen ist, und bleiben die Reaktionsprodukte in den jeweiligen Reaktionskammem eingeschlossen. Bei der zuge- 
horigen Anordnung hat das planare Array wenigstens zwei Reaktionsraume zur Aufnahme von Stoffen, wobei Mittel zum SchlieBen 
der Reaktionsraume zum Zwecke des Verhindern eines Stoffaustausches vorhanden sind. 
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Beschreibung 

Verfahren ftlr die biochemische Analytik und zugehorige 
Anordnung 

5 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren fttr die bio- 
chemische Analytik, unter Verwendung eines Mikroreaktions- 
arrays mit mindestens zwei Reaktionsraumen zur Aufnahme von 
Stoffen, die mit anderen Substanzen chemisch bzw. biochemisch 
10 reagieren. Daneben bezieht sich die Erfindung auch auf eine 
Anordnung zur Durchf iihrung des Verfahrens. 

Zur Entwicklung neuer Wirkstoffe in der Life Science Indus- 
trie (Pharmaka) , Lebensmittel-Technologie, Agrar-Technik 

15 (Pf lanzenschutz) , in der medizinischen Diagnostik, aber auch 
zur Losung von verschiedensten Aufgaben in der allgemeinen 
Biotechnologie, werden heute in zunehmendem Mafie Methoden der 
kombinatorischen Analyse bzw. Synthese angewandt . Dazu werden 
z.B. sog. Mikro-Titerplatten-Techniken mit Reaktionswannen in 

20 Arraystruktur verwendet, die zur gleichzeitigen Reaktion auf 
einer Arrayflache von beispielsweise ca. 12x8 cm 2 entweder 
96 oder sogar 384 Wannen einsetzen. Die Dichte dieser Arrays 
wird in Zukunft weiter steigen, was bedeutet, dass verschie- 
denartige chemische Reaktionen in immer dichter angeordneten 

25 Reaktionsraumen stattfinden mtissen. 

Extrem ist die Situation z.B. bei einem Array von verschie- 
denen DNA-Fangermolekulen, die in einem Abstand von nur eini- 
gen zehn Mikrometern und einer Dichte von z.B. einigen hun- 
30 dert Positionen pro wenigen mm 2 auf einem ebenen Substrat 
angeordnet sind, dem sog. DNA-Chip. Sind beim analytischen 
Nachweis von z.B. unbekannter DNA frei bewegliche Molektile 
beteiligt, kommt es bei solch dichten Arrays zu chemischem 
tJber sprechen . 

35 

Aus einer Reihe von Grunden, z.B. wegen der hohen Spezifitat 
und der niedrigen Nachweisgrenze/ bedient man sich bei der 
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biocheiaischen Analytik haufig enzymgekoppelter Nachweisver- 
fahren. Weit verbreitet sind z.B. in der medizinischen Dia- 
gnostik und im Forschungsbereich sog. ELISA (Enzym-Linked 
Immunosorbent Assay) -Tests . (Literatur s.h. B. Alberts et al . 
5 (eds.)/ Molekularbiologie der Zelle (1997), 3, Aufl., Seite 
216, VCH Weinheim) Auch far Anwendungen auf dem Geblet des 
DNA-Chips werden Verfahren mit Enzymmarkern bei einer bekann- 
ten Methode des Redox- (Re) cyclings eingesetzt (A, v. d. Berg, 
P. Bergveld (eds.) Proceedings of the pTAS '94 Workshop 
10 (1994), Seiten 249 bis 254, Kluwer Academic Publishers 
Dordrecht) . 

In alien in der Fachliteratur erwahnten Fallen liegt das 
Enzym nicht frei in der flttssigen Phase der als sog. Assays' 

15 bezeichneten Anordnung vor, sondern ist gebunden und markiert 
so als ^Enzym-Label^ die primar nachzuweisende Substanz, Da- 
bei erfolgt die „Bindung* der EnzymmolekUle an die nachzuwei- 
sende Substanz stets stochiometrisch . Zur Amplif ikation, d.h. 
Verstarkung, kommt es, indem das Enzym zugesetzte Substrat- 

20 molekttle mit hoher Geschwindigkeit umsetzt. Dieser Umsatz 

wird, je nach verwendetem Substrat bzw. entstehendem Produkt, 
beispielsweise optisch oder elektrochemisch quantif iziert . 
Hierftir wird - unabhangig vom eingesetzten Verfahren - ins- 
besondere die Konzentrationszunahme des Produktes P, d.h. die 

25 zeitabhangige Funktion dc(P)/dt, verfolgt. 

Werden solche Assays in einem Array, wie beim Stand der Tech- 
nik im Einzelnen beschriebenen ist, durchgefuhrt, konnen vom 
Enzym gebildete, frei bewegliche Reaktionsprodukte auch be- 
30 nachbarte enzymfreie Arraypositionen erreichen und dort die 
Gegenwart der Enzym-Label vortauschen. Man spricht vom Ober- 
sprechen, was zu Messfehlern ftlhrt und somit falsche Ergeb- 
nisse liefern kann. 

35 Davon ausgehend ist es Aufgabe der Erfindung, Verfahren und 
zugehorige Anordnungen anzugeben, mit denen gegeniiber dem 
Stand der Technik eine erhohte Verlasslichkeit durch Vermei- 



WO 02/41992 



PCT7DE01/04437 



3 

dung von Obersprechen und damit Ausschluss von „falsch po- 
sitive^ Resultaten sichergestellt ist. Mit einer erhohte 
Genauigkeit sollen Verbesserungen insbesondere in der Effek- 
tivitat der Messungen erreicht werden. 

Die Aufgabe ist erf indungsgemaJJ bei einem Verfahren der ein- 
gangs genannten Art durch die Malinahmen des Patentanspruches 
1 geldst. Weiterbildungen sind in den abhangigen Verfahrens- 
ansprtichen angegeben. Eine zugehorige Anordnung ist Gegen- 
stand des Patentanspruches 14. Diesbeztigliche Weiterbildungen 
sind in den abhangigen Sachansprtichen angegeben. 

Beira erf indungsgemafien Verfahren werden lokal abgegrenzte 
Reaktionsraume als erstes Volumen verwendet, wobei die Reak- 
tionsraume tiber ein zweites Volumen, dem sog. Versorgungs- 
volumen, miteinander verbunden werden konnen und in den ein- 
zelnen Reaktionsraumen quantitativ und/oder spezies-dif f eren- 
te chemische bzw. biochemische Reaktionen ablaufen. Unter 
spezies-dif ferente Reaktionen werden qualitativ unterschied- 
liche bzw. qualitativ differente Prozesse verstanden. Dabei 
wird. gleichermafien der Stof f austausch zwischen Reaktions- 
raumen und dem Versorgungsvolumen je nach Bedarf in einer 
oder beiden Richtungen zugelassen oder verhindert. 

Wesentlicher Vorteil der Erfindung ist, dass trotz der eng 
benachbarten Reaktionsraume nunmehr ein stSrendes Oberspre- 
chen, das die Messergebnisse verfalschen kann, unmoglich 
gemacht wird und somit die Selektivitat verbessert wird. 
Auflerdem wird durch die Erfindung auch die Nachweisempf ind- 
lichkeit erhoht, d.h. die Nachweisgrenze wird zu geringeren 
Mengen verschoben. 

Zur praktischen Realisierung der Nachweisempf indlichkeits- 
Erhohung ist es sinnvoll, die zeitliche Anderung der Sub- 
strat/Produktkonzentration moglichst zu steigern. Dies wird 
beim erf indungsgemaflen Verfahren durch eine gezielte Ver- 
ringerung des Reaktionsvolumens auf deutlich kleiner 1 ym, 
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insbesondere im Bereich von einem Nanoliter (lnl) , und einer 
damit verbundenen Steigerung der Substrat-Produktkonzentra- 
tions-Anderungen erreicht . 

5 Bei den erf indungsgemaUen Anordnungen handelt es sich jeweils 
um Arrays von mehr als zwei, typisch aber mit einigen hundert 
Positionen auf wenigen Quadratmillimetern, vorzugsweise 1 bis 
ca. 10 mm 2 , die auf einem planaren Substrat angeordnet sind. 
Das jeweilige Array ist als Reaktionsraume- bzw. Reaktions- 

10 kammer-Array ausgeftihrt und ist vorteilhaf terweise Bestand- 
teil eines BehSltnisses mit einem ftir die Reaktionsraume ge- 
meinsam zuganglichen Versorgungsvolumen. Ein solches Versor- 
gungsvolumen kann z.B. durch Einbettung des Reaktionskammer- 
Arrays in einer Durchf lusszelle, tiber die das gesamte Fluid- 

15 handling der fur die Nachweis- oder Synthese-Reaktion not- 
wendigen chemischen/biochemischen Stoffe abgewickelt werden 
kann, realisiert werden, 

Mittels einer in der Durchf lusszelle dem planaren Substrat 

20 gegentiberliegenden elastischen Membran oder Schicht, die z.B. 
aus Silikongummi bestehen kann, werden bei einer ersten vor- 
zugsweisen Aus ftthrungs form der Erfindung durch Anpressen 
einer mechanischen Vorrichtung an das Substrat die durch die 
einzelnen Arraypositionen gebildeten Reaktionsraume vonein- 

25 ander getrennt, so dass ein Ubersprechen wirksam verhindert 
wird. Eine solche Vorrichtung kann z.B. in Form eines 
Deckels, eines Stempels oder einer dichtenden Membran aus- 
gebildet sein, mit denen die von den Reaktionsraumen gebil- 
deten Kavitaten verschlossen werden. Mit dem Verschlieflen der 

30 Kavitaten findet auch eine Volumenverringerung der Fltissig- 
keitsraume uber den einzelnen Arraypositionen statt, so dass 
die durch die chemischen/biochemischen Reaktionen ausgeloste 
Konzentrationsanderung von Substrat/Produkt erhoht wird. Da- 
mit wird also vorteilhaf terweise ebenfalls die Nachweis- 

35 empf indlichkeit gesteigert. 
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Gleiches kann durch Uberschichtung mit einer Sperrf ltissigkeit 
bei einer anderen vorzugsweisen Ausftihrungsform der Erfindung 
erreicht werden. Sobald eine geeignete Sperrf liissigkei£, die 
nicht mischbar mit der Fliissigkeit in den Reaktionskavitaten 
ist, den Durchf lusskanal erftillt, ftihrt dies zu den gleichen 
Effekten wie das Verschliefcen der Arraykavitaten mittels 
eines Silikonstempels . Die Sperrf ltissigkeit ist dabei z.B, 
Silikonol. In einer vorteilhaf ten Variante dieser Ausftih- 
rungsform werden die Reaktionsraume mit Hydrogel geftillt, urn 
so den wasserhaltigen Reaktionsraumen mechanische Stabilitat 
zu verleihen, wenn die Sperrf ltissigkeit in den Durchfluss- 
kanal eintritt. Als Hydrogeil kann z.B. Polyacrylamid ver- 
wendet werden, das gegeiitiber Silikonol die geforderten Eigen- 
schaften aufweist. 

In einer eigenerf inderischen Weiterbildung des beanspruchten 
Verfahrens kann auch eiij. unterschiedliches chemisches Los- 
lichkeitsverhalten der Beteiligten Stoffe und Substanzen 
ausgenutzt werden. Auch :bei dieser Ausftihrungsform der erfin- 
dungsgeiruifien Anordnung Werden die Reaktionsraume vorteilhaft 
mit einem Hydrogel geftillt. Ein unterschiedliches Loslich- 
keitsverhalten zwischen Hydrogel-Reaktionsraum und einer ge- 
eigneten fltissigen Phas4" im Durchf lusskanal des Versorgungs- 
volumens sorgt dann daftlr, dass Reaktions-Edukte aus der 
fltissigen Phase in die IJydrogelphase eintreten, Reaktions- 
produkte die Hydrogelphase jedoch nicht mehr verlassen kon- 
nen. Ein solches Reaktions-Edukt ist z.B. das Enzymsubstrat 

i 

Weitere Einzelheiten und Vorteile der Erfindung ergeben sich 
aus der nachf olgenden Figurenbeschreibung von Ausfuhrungs- 
beispielen anhand der Zeichnung in Verbindung mit den Patent- 
ansprtichen. Es zeigen jeweils in schematischer Darstellung 

Figur 1 einen Messaufbau nach dem Stand der Technik, aus der 
das Messverfahren einerseits und das storende 
ttbersprechen andererseits ersichtlich ist, 
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Figur 2 in drei Teilschritten eine beispielhaf te Anordnung 
zum mechanischen Verschlie/Jen von Kavitaten, 

Figur 3 in drei Teilschritten eine entsprechende Anordnung 
zum VerschlieJien der Kavitaten mittels Sperrmedien 
5 und 

Figur 4 in drei Teilschritten eine dritte Anordnung, bei der 
das VerschlieJlen der Kavitaten durch unterschied- 
liches Loslichkeitsverhalten der beteiligten Medien 
erreicht wird. 

10 

In den Figuren haben gleiche bzw. gleichwirkende Teile 
gleiche bzw. sich entsprechende Bezugszeichen. Die Figuren 
werden nachfolgend teilweise gemeinsam beschrieben. 

15 In Figur 1 ist mit 1 ein Substrat mit planarer Oberflache 

bezeichnet, das beispielsweise durch die kristallographische 
Oberflache eines Silizium-Chips gebildet ist. Auf dem Sub- 
strat 1 ist ein Array von optischen/elektrischen Detektoren 
2, 2', ... auf Arraypositionen 8, 8' , ... realisiert, mit 

2 0 denen bioanalytische Untersuchungen mit sog. enzymgekoppelten 
Reaktionen vorgenommen werden, wozu Fangermolekule einerseits 
und Ana lytmole kttle andererseits verwendet werden. Auf den 
Arraypositionen 8, 8 X , ... befinden sich unterschiedliche 
Fangermolektile 110, 120, so dass auf jeder spezifischen 

25 Arrayposition unterschiedliche Analytmolektile nachgewiesen 
werden konnen. 



Im Einzelnen ist in Figur 1 bei einem Verfahren fur bioanaly- 
tischen Untersuchungen ein erstes Fanger-Molektil mit 110 auf 

30 der Arrayposition 8 und ein zweites Fangermolekiil 120 auf der 
Arrayposition 8\ ein Analyt-Molekiil mit 200 und ein sog. 
Enzym-Label mit 300 bezeichnet. Dabei reagiert beispielsweise 
das Fangermolekul 110 spezifisch mit einem komplementaren 
Analytmolekiil 200 und immobilisiert so im Array positions- 

35 spezifisch einen Enzym-Label 300. Ein anschlieBend als Edukt 
zugegebenes Enzym-Substrat 400 wird durch die katalytische 
Wirkung des Enzym-Labels 300 in ein Produkt 500 iiberf uhrt . 
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Das Analyt-Molekiil 2 00 kann in Figur 1 also nur mit dem 
Fangermolekiil 110, nicht aber mit dem F&ngermolekUl 120 
reagieren. Auf jeder Arrayposition 8, 8', ... des Wafers 1 
kann mit Hilfe des dort lokalisierten optischen oder 
elektrischen Detektors 2, 2', ... die Abnahme/Zunahme von 
Substrat/Produkt gemessen werden. Speziell elektrische 
Detektoren haben Vorteile der Messtechnik. 

Entsprechend dem Stand der Technik ist man bemuht, die 
Arraypositionen 8, 8', ... und deren Abstande moglichst klein 
auszubilden. Problematisch ist beim Stand der Technik, dass 
ein sog. chemisches ttbersprechen zwischen den einzelnen 
Positionen 8, 8% ... auftreten kann. Dies bedeutet, dass 
entweder Enzym-Substrat 400, das vorstehend als Edukt de- 
finiert wurde, oder das Reaktionsprodukt 500 von einer ersten 
Arrayposition 8 auf eine zweite Arrayposition 8' gelangen 
kann. Falls eine Nachbarposition erreicht ist, wird ein 
falsches Signal erzeugt, das ein positives Ergebnis vor- 
tauscht. In der Praxis spricht man auch von einem „falsch 
positiven* Signal . 

In den Figuren 2 bis 4 sind fur unterschiedliche Alternativen 
einzelne Reaktionsraume 10, 10', . . . mit einem Einzelvolumen 
von jeweils kleiner lp.1 in einer Arraykonf iguration angeord- 
net. Die Reaktionsraume 10, 10', ... sind dabei betriebsmafiig 
voneinander getrennt . 

In Figur 2 ist in drei Teilschritten das Betatigen einer 
Anordnung verdeutlicht , bei der Reaktionsraume 10, 10', ... 
durch Wande 11, 11', ... getrennt sind. Die Wande 11, 11 A 
konnen in einer besonderen geometrischen Ausfuhrungsf orm 
durch photostrukturierte, kreisfdrmige Polymerringe von z.B. 
150 pm innerem Durchmesser, 180 \m aufierem Durchmesser sowie 
50 jam Hohe realisiert werden. Die Reaktionsraume 10, 10', ... 
sind beispielsweise mit in einem Elektrolyten 7 gelosten 
Reaktions-Edukt, z.B. einem Enzym-Substrat, beftillt, wobei 
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der Elektrolyt 2 liber ein Versorgungsvo lumen 4 den einzelnen 
Reaktionsraumen zugeftihrt wird. 

Die Reaktionsraume 10, 10', . .. konnen in Figur 2 durch ein 
5 Gehauseoberteil 5 mittels eines mechanischen Stempels 6 

abgeschlossen werden. Im offenen Zustand befindet sich tiber 
den Kavit&ten ein Versorgungsvo lumen 4 mit einem fliissigen 
Elektrolyten. In Figur 2 werden zuerst die Reaktionsraume 10, 
10', ... als bei entferntem Gehauseoberteil 5 offene Kammern 

10 im Durchfluss mit dem Elektrolyten/Edukt 7 befttllt, wobei das 
Reservoir far den Elektrolyten 7 hier nicht im Einzelnen 
dargestellt ist. Nach Befttllung der Reaktionskavitaten 10, 
10', . . • mit Elektrolyt/Edukt 7 wird mittels des Stempels 6 
das Gehauseoberteil 5, das z.B. aus einer Silikonmembran be- 

15 stehen kann, auf die Wandungen 11, 11', . .., die wie bereits 
erwahnt aus Polyimid bestehen, aufgesetzt. Damit werden die 
Reaktionsraume 10, 10', . . . abgeschlossen, so dass anschlie- 
Bend ein Stof f austausch verhindert wird. 

20 In Figur 3 ist der untere Bereich ahnlich Figur 2 aufgebaut. 
Die Wande 11, 11', ... konnen in einer besonderen Ausfuh- 
rungsform, was in der zeichnerischen Wiedergabe der Figur 3 
nicht ersichtlich ist, speziell durch photostrukturierte, 
kreisformige Polymerringe mit innerem Durchmesser d (d=2r) 

25 von z.B. d=150 ym, auflerem Durchmesser D von z.B. D=180 pm 
einer Hohe h von z.B. sowie h=5 pm realisiert sein. Die aus 
solchen Abmessungen resultierenden Reaktionskavitaten mit 
einem Fullvolumen von etwa 0,1 nl (r 2 7uh = (75 pm) 2 *3.14*5 pm) 
werden in dieser besonderen Aus fuhrungs form mit einem Hydro- 

30 gel 3 hoher Wasseraufnahmef ahigkeit , z.B. Polyacrylamid, ge- 
fiillt. Im Hydrogel 3 kann dann eine Fanger-DNA fur einen 
spezifischen DNA-Nachweis immobilisiert eingebracht werden. 

Zur Realisierung des Assays werden die Reaktionsraume 10, 
35 10 ... wiederum uber das gemeinsame Versorgungsvolumen 4 
mit Puffer, Reagenzien und schliefilich Enzymsubstrat ver- 
sorgt. Nachdem das Hydrogel 3 eines jeden Reaktionsraumes 10, 
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10' mit Enzym-substrathaltigem Puffer ins Gleichgewicht 
gebracht wurde und der enzymatische Umsatz begonnen hat, wird 
das Versorgungsvolumen 4 mit einer Sperrf lttssigkeit , z.B. 
Silikonttl, geflutet. Dies bewirkt, dass die Fliissigkeit uber 
den Reaktionsraumen durch Silikonol verdrangt wird. Die 
Hydrogelstruktur sorgt fUr die mechanische Stabilitat der 
Reaktionsraume. Aufgrund der Unloslichkeit von Enzyxnprodukt 
in Silikonol wird Diffusion desselben aus dem Hydrogel her- 
aus, hin zu Nachbar reaktionsraumen verhindert. Das Reaktions- 
produkt kann sich so in den Reaktionsraumen stark anreichern 
ohne die Nachbarreaktibnsraume zu erreichen. Es ist also eine 
gleichermafien hohe Empf indlichkeit und hohe Selektivitat vor- 
handen. ) 

Wesentlich ist bei beiden Ausfiihrungsbeispielen gemaJi Figur 2 
und 3, dass die einzelnen Reaktionskavitaten 10, 10', „ . . 
zuerst mit dem Elektrofyten 7 im Durchlauf aus dem Versor- 
gungsvolumen 4 befullt; werden und dann ein Material, bei- 
spielsweise ein Silikonol 9, das mit dem Elektrolyten 7 Pha- 
sengrenzen bildet, auf gebracht wird, Durch die Phasengrenze 
wird erreicht, dass nunmehr ein Stof f austausch nicht mehr 
moglich ist und storende Verf alschungen ausgeschlossen 

werden. ! 

) 

In der spezifischen Variante der Aus fuhrungs form gemafl Figur 
3 werden die Reaktionsraume 10, 10% ... mit Hydrogel 3, z.B. 
Polyacrylamid, geflillt, urn so den wasserhaltigen Reaktions- 
raumen 10, 10 x , ... mechanische Stabilitat zu verleihen, wenn 
die Sperrf liissigkeit 9; z.B. Silikonol, in den Durchfluss- 
kanal eintritt. 

Figur 4 entspricht vom Aufbau wiederum im Wesentlichen Figur 
2. Die Reaktionsraume 10, 10', ... werden entsprechend Figur 
2 und Figur 3 im Durchlauf aus dem Versorgungsvolumen 4 be- 
ftillt. In diesem Fall haben aber die Reaktions-Edukte, die 
hier mit E bezeichnet sind, das Vermogen, durch ihr spezi- 
fisches Loslichkeitsverhalten in den nach Befullung in den 
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Reaktionsraumen 10, 10', ... befindlichen Elektrolyten 7 
einzudringen. 

Bei der Anordnung gemafi Figur 4 lauft die Reaktion in den 
Reaktionskammern dann wie bereits vorstehend beschrieben ab. 
Durch das spezifische Loslichkeitsverhalten des entstehenden 
Reaktionsproduktes, das hier mit P bezeichnet ist, ist bei 
der Reaktion allerdings ein Stof f austritt von P nicht mog- 
lich. Es wird also somit ebenfalls das storende Obersprechen 
verhindert. Auch in dieser Ausftthrungsf orm werden entspre- 
chend Figur 3 die ReaktionsrSume vorteilhaft mit einem Hydro- 
gel 3 gefttllt. 

Das beschriebene Verfahren und die zugehorigen Anordnungen 
konnen insbesondere erfolgreich in der medizinischen Diagnos- 
tik und der Biotechnologie eingesetzt werden. Durch den nun- 
mehr erreichten Ausschluss des Ubersprechens als wesentliche 
Fehlerquelle lassen sich damit genauere Ergebnisse als bisher 
erzielen . 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren fur die biochemische Analytik, unter Verwendung 
eines Mikroreaktionsarrays mit mindestens zwei Reaktions- 
raumen zur Aufnahme von Stoffen, die miteinander chemisch 
bzw. biochemisch reagieren, mit folgenden Maiinahmen: 

- es werden lokal abgegrenzte Reaktionsraume als erstes 
Vo lumen verwendet, 

- die Reaktionsraume sind Ober ein zweites Volumen, dem sog. 
Versorgungsvolumen, miteinander verbunden, 

- in den einzelnen Reaktionsraumen laufen quantitativ und/ 
oder spezies-dif f erente chemische bzw. biochemische Reak- 
tionen ab, 

- der Stof f austausch zwischen Reaktionsraumen und dem Ver- 
sorgungsvolumen wird je nach Bedarf in einer oder beiden 
Richtungen zugelassen oder verhindert. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass zu einem ersten Zeitpunkt (t r ) ein 
definierter Stof f austausch zwischen den Reaktionsraumen und 
dem Versorgungsvolumen erfolgt und zu einem zweiten Zeitpunkt 
(t 2 ) der Stof f austausch zwischen den Reaktionsraumen weitest- 
gehend unterdrtlckt oder verhindert wird. (FIG 2, 3) 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass durch unterschiedliches Loslich- 
keitsverhalten von chemischen Substanzen in verschiedenen 
Flussigkeiten in den Reaktionsraumen und dem Versorgungs- 
volumen der Stof f austausch in einer Richtung selektiv ver- 
hindert wird. (FIG 4) 

4. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass zum Zweck des definierten Stoffaus- 
tausches die Reaktionsraume mechanisch geoffnet und ver- 
schlossen werden. (FIG 2) 
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5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das VerschlieBen der ReaktionsrSume 
durch Verdrangen des Versorgungsvolumens realisiert wird. 

5 6. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass zum Zweck des zeitlich definierten 
Stof f austausches die Phasengrenzen zwischen den in den Reak- 
tionsraumen und dem Versorgungsvolumen befindlichen Stoffen 
zeitweise durchlassig gemacht werden. (FIG 3) 

10 

7. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch g e - 
kennzeichnet, dass das Verschliefien der Phasen- 
grenzen durch Verdrangen des Versorgungsvolumens durch ein 
Sperr-Medium realisiert wird* 

15 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadur.ch g e - 
kennzeichnet, dass die Flussigkeit im Versor- 
gungsvolumen durch ein Gas, beispielsweise Luft, oder durch 
eine nicht mischbare Flussigkeit, beispielsweise Silikonol, 

2 0 verdrangt wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch g e - 
kennzeichnet, dass aufgrund von unterschied- 
lichem Losungsverhalten der Reaktionspartner die Phasen- 

2 5 grenzen zwischen den in den Reaktionsraumen und dem Versor- 
gungsvolumen befindlichen Stoffen undurchlassig werden* 

10. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch g e - 
kennzeichnet, dass Edukte einer chemischen 

30 Reaktion, die in einer Hydrogelschicht ablauft, aus dem 

Versorgungsvolumen in die Hydrogelschicht eindif fundieren, 
aber mindestens ein Produkt der chemischen Reaktion nicht aus 
der Hydrogelschicht herausdif fundiert . 

35 11. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch g e - 
kennzeichnet , dass in den einzelnen, von- 
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einander getrennten Reaktionsraumen eine kombinatorische 
Analyse und/oder Synthese der Substanzen erfolgt. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
5 gekennzeichnet durch die Anwendung beim 

Redoxrecycling . 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
gekennzeichnet durch die Anwendung bei enzym- 

10 gekoppelten Reaktionen. 

14. Anordnung zur Durchfilhrung des Verfahrens nach Anspruch 1 
oder einem der Anspriiche 2 bis 13 , unter Verwendung eines 
planaren Arrays, dadurch gekennzeich- 

15 net, dass das planare Array (8, 8', ...) wenigstens zwei 
Reaktionsraume (10, 10', ...) zur Aufnahme von Stoffen aus 
einem Versorgungsvolumen (4) aufweist, wobei Mittel zum 
Schliefien der .Reaktionsraume (10, 10', ...) vorhanden sind. 

20 15. Anordnung nach Anspruch 14, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Reaktionsraume (10, 10', 
...) jeweils ein Volumen von weniger als 1 aufweisen. 

16. Anordnung nach Anspruch 14, dadurch g e - 
25 ke.nnzeich.net, dass das planare Array (8, 8', 

...) auf einem Silizium-Substrat (1) aufgebracht ist. 

17. Anordnung nach Anspruch 16, dadurch g e - 
kennze'ichnet, dass die Reaktionsraume (10, 10', 

30 ...) durch eine auf Silizium aufgebrachte Polymerschicht (11) 
voneinander getrennt sind. 

18. Anordnung nach Anspruch 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Reaktionsraume (10, 10', 

35 . . . ) in das Silizium-Substrat durch Mikrostrukturtechnik 
eingebracht sind. 
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19. Anordnung nach Anspruch 4, dadurch g e - 
kennzeichnet , dass die Reaktionsraume (10, 10', 
. f lUssigkeitsgef illlte Hohlraume sind, die zum Zwecke des 
Stof f austausches offen sind, so dass sie in Kontakt mit einem 

5 Versorgungsvolumen (4) stehen und somit gleichzeitig fUllbar 
sind. 

20. Anordnung nach Anspruch 14, dadurch g e - 
kennzeichnet , dass der Stof f austausch der 

10 f liissigkeitsgeftillten Reaktionshohlraume (10, 10', . ..)mit 
dem Versorgungsvolumen (4) durch Verschlieften unterbunden 
wird, wobei kein weiteres Medium, wie etwa Luft, an die 
Hohlraume (10, 10', . ..) gelangen kann, 

15 21. Anordnung nach Anspruch 14, dadurch g e - 

kennzeichnet, dass ftir das Verschliefien der 
Reaktionsraume (10, 10', ...) eine Verschlussschicht vor- 
handen ist. 

20 22. Anordnung nach Anspruch 21, dadurch g e - 

kennzeichnet , dass der Verschluss durch eine 
planare, partiell elastische Polymerschicht (5), wie z.B. 
Silicongummi, realisiert ist. 

25 23. Anordnung nach Anspruch 22, dadurch g e - 

kennzeichnet, dass das Verschliefien der Offnung 
der Reaktionsraume (10, 10', ...) durch Verdrangen des Ver- 
sorgungsvolumen s (4) erfolgt. 

3 0 24. Anordnung nach Anspruch 23, dadurch g e - 
kennzeichnet, dass zum Verdrangen des Ver- 
sorgungsvolumens ( 4 ) Gas, beispielsweise Luft, oder eine nicht 
mischbare Flussigkeit (9) vorhanden ist. 



35 



25. Anordnung nach einem der Ansprliche 14 bis 24, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Reak- 
tionsraume (10, 10', . durch gelgefullte Hohlraume (3), 
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die zum Zwecke des Stof f austausches eine Phasengrenze Gel/ 
Versorgungsvolumen besitzen, realisiert sind. 

26. Anordnung nach Anspruch 25, dadurch g e - 
kennzeichnet , dass durch Verschlieiien der 
Phasengrenze der Stof f austausch der gelgeftillten Reaktions- 
raume (10, 10', unterbindbar ist. 



WO 02/41992 



1/4 



PCT/DEO 1/04437 




WO 02/41992 



PCTVDEO 1/04437 



2/4 




WO 02/41992 



PCT/DE01/04437 



3/4 




1 




FIG 3 



WO 02/41992 



PCT/DEO 1/04437 



4/4 



10 10' 

3 3* 11 ir 




* 

1 

FIG 4 



(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBEET DES 
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) Weltorganisation fiir geistiges Eigentum 
Internationales Biiro 

(43) Internationales Veroffentlichungsdatum 
30. Mai 2002 (30.05.2002) 




PCT 



Mi 


lllllllllllilllllll 


Hill 


111 


III! 


Ill 


11 



(10) Internationale Ver5ffentlichungsnummer 

WO 02/041992 A3 



(51) Internationale Patentklassifikation 7 : 

B01J 19/00 

(21) Internationales Aktenzeichen: 



(22) Internationales An meld eda turn: 

26. November 2001 (26.11.2001) 



BOIL 3/00, (30) Angaben zur Prioritat: 

100 58 394.6 24. November 2000 (24. 1 1.2000) DE 

PCT/DE0 1/04437 ( 71 ) Anmelder (furalle Bestimmungsstaaten mitAusnahme von 
US): SIEMENS AKTEENGESELLSCHAFT [DE/DE]; 
Wittelsbacherplatz 2, 80333 Munchen (DE). 



(25) Einreichungssprache: 

(26) VerdfXentlicbungssprache: 



Deutsch 
Deutsch 



(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (mar fur US): MUND, Konrad 

[DE/DE]; Langenbrucker Weg 10, 91080 Uttenreuth (DE). 
GUMBRECHT, Waiter [DE/DE]; In der R6te 1, 91074 
Herzogenaurach (DE). STANZEL, Manfred [DE/DE]; 

[Fortsetzung auf der ndchsten Seite] 



(54) Title: METHOD FOR BIOCHEMICAL ANALYSIS AND CORRESPONDING ARRANGEMENT 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN FUR DIE BIOCHEMISCHE ANALYTIK UND ZUGEHORIGE ANORDNUNG 



10 10' 



11 ir 



^7 



offen 

OPEN 



geschL 

CLOSE 




(57) Abstract: The invention relates to a method 
for biochemical analysis using a micro-reaction 
array with at least two reaction chambers for 
materials which react together chemically or 
biochemically. According to the invention, 
the reaction chambers are smaller than 1 pi, 
said reaction chambers are filled together by 
throughflow, the chemical or biochemical 
reactions of the substances retained therein 
then occurs in the individual isolated reaction 
chambers, thus preventing an interference 
between the reactions in the individual reaction 
chambers and the reaction products remain 
enclosed in the relevant reaction chambers. 
According to the invention, in said arrangement 
the planar array has at least two reaction 
chambers for substances, whereby means are 
provided for closing the reaction chambers with 
the goal of preventing an exchange of substances. 

(57) Zusammenfassung: Bei einem Verfahren 
fur die biochemische Analytik wird ein 
Mikroreaktionsarray mit mindestens zwei 
Reaktionsraumen zur Aufnahme von Stoffen, 
die miteinander chemisch bzw. biochemisch 
reagieren, verwendeL GemaB der Erfindung sind 
die Reaktionsraume kJeiner als 1 |im, werden 
die Reaktionsraume gemeinsam im Durchfluss 
befullt, erfolgen anschlieBend in den einzelnen 
voneinander getrennten Reaktionsraumen die 
chemischen bzw. biochemischen Reaktionen 
der dort eingeschlossenen Substanzen, wobei ein 
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